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論 文 内 容 要 旨
緒言
ハ クサイ、カブ、ツケナ、キ ャベツ、ブロッコリー、ダイコンなどを含むアブラ
ナ科野菜種子のほとん どが 自家不和合性を利用 したF1品種になっている。 自家不
和合性 とは、雌雄両生殖器官が正常であるにも関わらず、受粉時に柱頭が 自己 ・非
自己の花粉を認識 して、 自己花粉の発芽あるいは花粉管の伸長を阻害する機構であ
る。アブラナ科植物の 自家不和合性は胞子体型に分類され、1遺 伝子座の3複 対立
遺伝子の一致 ・不一致により制御されている。近年、自家不和合性のβm∬'oα属数
種か ら、柱頭で特異的に発現 し、しかも3遺 伝子座上に存在 している2つ の遺伝子、
S糖タ ンパ ク質(鉱 σ;S-locusglycoprotein)とSレセプターキナーゼ(3Rκ;3-
receptorkinase)遺伝子が単離 され、これ ら遺伝子と自家不和合性との関連が検討さ
れている。
本研究では、アブラナ科野菜の自家不和合性を利用 した一代雑種育種法を更に展
開するために、飾α∬加 π脚 から単離 した5Zσ遺伝子を再び別個体の 丑 π脚 に導
入することにより、自家不和合性を人為的に制御す る可能性について検討 した。
まず、 β.π脚 の組織培養技術を検討 し、オgro6α惚 吻切を介 した形質転換系に
適 したβ.彫 α品種を選抜 した(第1章)。 これ ら品種を用いて浸g励α漉勘 〃2を
介 したB.π脚 の形質転換系を確立 した(第2章)。 この形質転換系を用いて、E
π脚 か ら単離 した 肌G遺 伝子を同種の品種おそめに導入 し、形質転換体 における
導入遺伝子の発現と自家不和合性の表現型を解析 した(第3章)。 さらに鉱G遺
伝子のプロモーターに5ZGcDNAをアンチセンス方向につないで、品種おそめに
導入 し、形質転換体における自家不和合性の表現型を解析 した(第4章)。 これ ら
の結果を踏まえて、5LG遺伝子を導入することにより自家不和合性の表現型を人
為的に改変できるか否か、その問題点について考察 した。
第1章 再分化率の高いEπ 脚 品種の選抜(浸g70わααθ吻加を介 した形質転換系に
関連 して)
形質転換を実施する際には外植体か らの高い再分化率が要求される。本章では、
子葉片を外植体として、高い再分化能を持つ丑 π脚 品種の選抜を行 った。この時、
浸g70ゐ傭 ε励〃2を介 した形質転換を考慮 して、瑠7伽 漉 翻〃を除菌するために使用
される抗生物質のシュー ト形成に及ぼす影響についても検討 した。
一18一
まず、 丑 π脚3品 種(紅 菜苔、おそめ、ス トロングCR)の子葉片か らのシュー
ト形成に最適なホルモ ン組成について検討 した。その結果、NAAlmg〃とBA2
mg〃を含む培地が好適 と思われた。次に、この条件下で、丑 即 α60品種の シュ 一ー
ト形成能を評価 した。 シュー ト形成能は0-100%まで幅広い範囲に及んでいたが、
80%以上のシュー ト形成率を示す7品 種を見出す ことができた(Fig1-1)。培地へ
の抗生物質の添加はシュー ト形成率を低下させた。用いた3種 の抗生物質の中、カ
ルベニシ リンはシュー ト形成に及ぼす影響が最 も少なか った。おそめ、みすぎ、早
陽1号 の3品 種はカルベニシリンを添加 した培地でも高いシュー ト形成率を維持 し
た(Tablel-1)。
抗生物質を添加 した培地でも高い レベルのシュー ト形成率を示すこれ ら3品種は
オgr・6αα朗π〃2による形質転換系に適 した材料であることを示 した。
第2章 オgハoδααθ勘〃2を介 したE脚 αの形質転換系の確立
オgroδα磁勘〃2を介 した遺伝子導入系の形質転換効率はオgroδαo彪吻〃2の感染率 と
感染組織か らの再分化率の2つ の要因に大き く依存する。Eπ 脚 ではその低い再
分化能が形質転換植物作出の大きな障害 となっている。本章では、 β一グルクロニ
ダーゼ(GUS)のトラ ンジェン ト発現系を用いて、まず、オgハo加αθ勘 濯の感染率に
影響を及ぼす諸要因について検討 し、その結果 に基づいて、Eπ 脚 の形質転換系
を確立 した。導入遺伝子 として、T-DNA上にカナマイシン耐性遺伝子(ημの、
加鱒η一G碍遺伝子及びハイグロマイシン耐性遺伝子(勿りを有するバイナ リーベク
ターpIG121Hmを用い、品種おそめの胚軸にオg励ααε勘溺を感染させた。タバ コ
のフィーダーセルを伴 ったpH5.2の共存培養培地の使用は感染率を増加 させるの
に有効であった(Table2-1,Fig.2-1A)。1日か ら3日 間の共存培養期間の延長によ
り感染率は顕著に増加 した。共存培養温度は、25℃よ りも28℃の方が高い感染率
を示 した。Table2-2に示 したような条件下でオ970∂αα爾〃〃2を感染させた後、カナ
マイ シンを含む培地で選抜を重ね(Fig.2-1B)、形質転換効率(GUS活 性を示す幼
植物数;Fig2-lC)を比較 した 。胚軸を30分間 オ970δα惚 吻〃2の感染液に浸漬さ
せた後、25℃、3日 間の共存培養を行 うことにより、最 も高い形質転換効率(5%)
を得ることができた。GO8遺伝子をプローブとしたサザ ンプロッ ト解析により形
質転換体 における導入遺伝子の存在 とコピー数を確認 した(Fig2-2)。自殖後代に
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おけるカナマイシン耐性形質とG昭 遺伝子の発現を調査した結果、導入遺伝子の
遺伝性を確認することができた(Table2・3)。また、本形質転換系により、再分化
能のより低い他の品種でも形質転換体を得ることができた。なお、第1章では子葉
片を用いたが、子葉片は形質転換体作出が困難であり、胚軸を使用することが有効
であった。
形質転換体の作出が困難とされてきた∬即 αの形質転換系を確立することが出
来た。
第3章S糖 タンパク質(ε乙G)遺伝子の導入 と形質転換8仰 αの解析
砿G遺 伝子を導入 して自家不和合性の表現型を人為的に変更できるか否かについ
て検討するため、小国カブ(8環 飼 の843と328ホモ系統から単離した砿σ43及
び砿G28ゲノ ミッククローンをコマツナのF1品種おそめ(E卿 助に導入 し、得 ら
れた形質転換体における飢G導 入遺伝子の発現 ξ自家不和合性の表現型を調査 し
た。
飢G43及び砿G28ゲノ ミッククローンを含む遺伝子導入ベクターpGAH:S:LG43
とpBINsLG28を構築 した(Fig3-1)。これ らベクターを第2章 で開発 した形質転
換系を用いておそめの胚軸に導入 し、カナマイシンで選抜を行った。カナマイシン
耐性個体における導入遺伝子の存在を、5ZG43及び5ZG28cDNAをプローブとし
たサザンプロッ ト解析 により確認 した。5ZG43では10個体、5ZG28では4個 体が
形質転換体であった(Fig.3.2)。
交醜実験により、おそめの3遺 伝子型を3a3bと決定 した。柱頭 と花粉の表現型
はそれぞれ8a3bと3aであった。 鉱G特 異的プライマーを用いたPCRにより、
飢Gaと 飢Gbを クローニ ング し、その塩基配列を比較 したところ、皿G43と
砿G28は肛Gbよ りも砿Gaと高い相同性を示 した。
得 られた形質転換体について、 自家不和合性の表現型 と導入遺伝子の発現を交配
実験、イムノブロッ トにより解析 した。5ZG43導入遺伝子の発現は4つ の形質転
換体で、5ZG28導入遺伝子の発現は1つ の形質転換体で確認されたが(Fig.3-4)、
これ らの個体は343及び328特異的な自家不和合性の表現型を示さなかった(
Table3-1)o
一方、.鉱G43遺伝子を導入 した3つ の形質転換体 において、柱頭の自家不和合
一20一
性表現型に変化が認め られた。形質転換体に対 して3aあるいは3bホモ系統を正逆
交配す ることにより、これ ら形質転換体の柱頭では3a遺伝子の 自家不和合性表現
型が失われ、柱頭の表現型が8a3b共優性か ら8bに変化 していることを明らかに
した。(Table3-1,Fig3-3)。タンパク質及びmRNAレベルで 皿Gの 発現を調べた
ところ、5ZGaと∬G43双方の発現が抑制 されていた(Fig.3-4)。この遺伝子発現
の抑制は、互いに高い相同性を示す5zG43導入遺伝子と内在 皿Ga遺伝子間のコ ・
サプレッションによるものと考え られた。自殖後代では、当代の柱頭で抑制 された
8a遺伝子の 自家不和合性表現型 と砿Gaの発現は共 に回復 していたが、5ZG43導
入遺伝子の発現は抑制 されていた(Fig.3-5)。
多 くの形質転換体では、導入遺伝子の不活化や コ ・サプレッションにより、5ZG
導入遺伝子の発現が抑制されていることが明らかになった。コ ・サプ レッションに
よる自家不和合性の表現型の変化は、 鉱Gが 柱頭側の自家不和合性表現型の決定
に直接関与 していることを示す。 しか し、3対 立遺伝子特異的な自家不和合性表現
型に変えるためには、8乙G遺伝子単独の導入では不十分であることがわか った。
第4章 ア ンチセ ンスS糖 タンパ ク質(An板sense肛(り遺伝子の導入 と形質転換
丑 即 αの解析
ア ンチセ ンス砿G遺 伝子を導入 して自家不和合性の表現型を 自家和合性に人為
的に変更できるか否かについて検討するたあ、アンチセ ンス 鉱G43遺伝子を品種
おそめに導入 し、得 られた形質転換体における自家不和合性の表現型を調査 した。
砿G43遺伝子のプロモーター領域に5ZG43cDNAをア ンチセ ンス方向につなぎ
遺伝子導入ベクターpAntisLG43を構築 した(Fig.4-1)。このベクターを第2章 で
開発 した形質転換系を用いておそめに胚軸に導入 し、カナマイシンで選抜を行 った。
砿G43cDNAをプローブとしたサザ ンプロット解析 により、カナマイシン耐性個
体における導入遺伝子の存在を確認 した結果、10個体が形質転換体であ った(
Fig.4-2)0
得 られた形質転換体について、 自家不和合性の表現型を調査 したところ、2個 体
が自家和合性に変化 していた。形質転換体に対 して8aと8bホモ系統をそれぞれ正
逆交配することにより、これ ら形質転換体では3aの自家不和合性表現型が失われ、
柱頭の表現型が3a8b共優1生か ら8bに変化 していた(T曲le4-1,Fig4-3)。タンパ
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ク質及びmRNAレベルで 肌Gの 発現を調べたところ、これ ら形質転換体では、
SLGaのタンパ ク質が減少 しており、5LGamRNAも大幅に減少 していた(Fig.4-4)。
このことか ら、導入 したア ンチセンス鉱σ43遺伝子がそれ 自身と高い相同性をも
つ 飢Ga遺伝子の発現を選択的に抑制 した結果、柱頭の8a遺伝子の機能が失われ
たものと判断された。 自殖後代では、当代で抑制された8a遺伝子の自家不和合性
表現型とSLGaタンパ ク質の発現は共 に回復 していた(Fig.4-5)。
ア ンチセ ンス肌G43遺伝子導入による飢Ga遺伝子の発現抑制 と、それに伴 う柱
頭の表現型の3a8bから8bへの変化は、 皿Gが 柱頭側の自家不和合性表現型の決
定に直接関与 していることを示 している。
結語
本研究では、Bπ脚 についてオg卸oδαα朗襯 を介した形質転換系を確立 した。こ
の方法を用いて、自家不和合性関連遺伝子5ZGを単離 したものと同じ種に導入し
て、その発現を調査し、遺伝子導入による自家不和合性表現型の人為的制御の可能
性と問題点を検討 した。柱頭側の自家不和合性の表現型が変化した個体では、いず
れも内在3ZG遺伝子の発現が抑制されていた。このことにより、5ZG遺伝子が柱
頭の自家不和合性表現型の決定に直接関与していることを証明することができた。
しかし、5Zσ遺伝子が発現 した形質転換体は5対立遺伝子特異的な自家不和合性
表現型を示さなかった。8対立遺伝子特異的な自家不和合性表現型に変えるために
は、砿G遺伝子だけでは不十分であることを明らかにした。今後、遺伝子導入に
よる自家不和合性の人為的な制御技術の開発においては、認(遺伝子の導入及び
導入遺伝子を安定的に発現させる技術の開発が必要と思われる。
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Fig.1-1.Genotypicvariationofshootregenerationfrequencyandnumberofregeneratingshoots
fromcotyledonexplantsofB,raga,whenculturedonMSmediumwithlmg/lNAAand2mg/lBA.
*:Agerageofshootspercotyledon.
Table1-1.Effectofvariousantibioticsonfrequencyofshootregenerationfromcotyledon
explantsineightcultivarsofB.rapa.
Shootregenerationfrequency(%)
Cultivars
None Cb Cef Van
Osome
StrongCR
Kohsaitai
SohyohNo.l
Misugi
Hamaminato
AutumnPoem
Takane
97(8.5)
83(3.7)
70(3.5)
70(4.9)
70(4.9)
80(5.8)
70(4.5)
60(25)
97(8.5)
27(2.1)
40(4.2)
63(4.3)
87(5.0)
0(3.7)
fiO(3.8)
3(2.0)
53(3.7)
0(0)
0(0)
6(3.0)
0(0)
NT
?
?
?
?
90(6.7)
30(2.7)
23(2.4)
53(2.8)
60(4.0)
NT
?
?
?
?
Antibioticswasaddedataconcentrationof500mgJlforcarbenicillin(Cb)andcefotaxime
(Cefjand750mg/lvancomycin(Van).Averageofregeneratedshootspercotyledonis
showninparenthesis.NT:nottested.
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Table2-1.EffectofvariouscocultivationmediaonthetransientGUSexpressionofcocultivated
sectionsinB.rapacv.Osome.Hypocotylsectionswereprecultivated,inoculatedandcocultivated
onthegivencocultivationmedia.Onehundredhypocotylsectionsineachconditionwere
inoculatedwithA.tumefaciensEHA101(p1G121Hm)for10minandcocultivatedat25ｰCfor2
days.
CocultivationmediaNo.ofhypocotylsectionsInf袷cdon
pH Glu"ASZ'FC" 十十4)十5) 一6j十scores" %e'?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
21.0
28.0
24.0
28.5
23.0
36.0
36.0
46.5
1)Glu:with(+)orwithout(一)10mMglucose.
2}AS:with(+)orwithout(一)0.2mMacetosyringone.
3)FC:with(+)orwithout(一)feedercells(tobacco;BY-2).
4)++:'GUSpositiveinbothendsofhypocotyls.
5)+:GUSpositiveinoneendofhypocotyls.
6)一:GUSnegativehypocotyls.
7)+scores:2x(No.of++)+(No.of+).
8)Infbction廿equency(%)=No.of+scofes/2xto.talnumberofhypocotylssections.
Table2-2.TransformationfrequencyofB,rapacv.OsomebyA.tumefaciensEHA101
(plG121Hm).Twohundredhypocotylsectionswereinoculatedandcocultivatedunder
respectiveconditions.
InoculadonCocultivationDeadKmRK血RKmR .GUS十(%)9)
conditionconditionsect."Calli5'Shoots6'plants"plants8j
min" ｰC2>Day"
?
?
?
?
?
?
?
?
?」
?
?←
?」
?」
?」
《
」
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
?
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?
?
?
?
?
?
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1)1;urationofinoculation.
2)Temperatureofcocultivation.
3)Periodofcocultivation
4)Numberofdeadhypocotylsections.
5)Numberofkanamycin-resistantcalli.
6)Numberofkanamycin-resistantshootsonshootregenerationmedium.
7)Numberofkanamycin-resistantplantletsonrootinductionmedium.
8)NumberofGUSpositiveplantlets.
9)Transformationfrequency(%)
=No.ofGUS+plants/Totalnum'oerofhypocotylsections.
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Fig.2-1.ProductionoftransgenicplantsinB.ragacv.Osome.
A:TransientGUSexpressionofhypocoeylsections.The
hypocotylsectionswerestainedwithX-Glucaftertheywere
cocultivatedoncocultivationmediumwithtobaccofeedercells.
B:Kanamycinイesistantshootsonshootregenerationmedium.
C:Akanamycin-resistantandGUSpositiveplantletonroot
inductionmedium.D:Aninflorescenceofatransgenicplant
Fig.2-2.DNAgelblotanalysisoftransformants(1-5)
andanon-transformant(N)inB.rapacv.Osome.
T oｵgDNAdigestedbyBamHI(A)orHindlll{B)
wasloadedineachlane.Theblotswerehybridized
with繧1eG醐pr◎be.
Table2-3.Segregationratiosofkanamycin-resistanttraitandGUSexpressionintheselfed-progenyfrom
transformedplantsinB.rapacv.Osome.
TransformantKmR" KmS2)
GUS+3)GUS・4} GUS+GUS一
Segregadon
Of1{IIlR
Segregatron
ofGUS
Expec詑dP
ratiovalue
ExpectedP
ratiovalue
1
z
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o.sz
1)KmR,kanamycin-resistant.
2)Kms,kanamycin-sensitive.
3)GUS+,GUSpositive.
4)GUS一,GUSnegative.
NK:notknown
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Fig.3-1.T-DNAregionsoftransformationvectors.
A.pGAHSLG43.SLG43pro,乱G43promoterregion;3「一Hank,3「∬ankingregionofε乙(ヌ3gene;The
codingregionofSLG43geneisindicatedbythehatchedarea.
$.pBINSLG28.SLG2gpro,SLG28promoterregion;3'一flank,3'flankingregionofSLG28gene;The
codingregionof5Z.G28geneisindicatedbythehatchedarea.
NPTII,neomycinphosphotransferase;HPT,hygromycinphosphotransferase;Nose,nopalinesynthase
promoter;NosT,nopalinesynthaseterminater;35S,35Spromoter;RB,rightborder;LB,leftborder;
H,Hindlll;B,BamHI;X,Xbal.
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Fig.3・2。DNAgelblotanalysisofplantstransfbrmedwith∫乙G43transgene.
TwoｵgofDNAdigestedwithXbaI(A)orHindIII(B)wasloadedineachlane.Theblotswerehybridized
withtheSLG43cDNAprobe.N,anon-transformant(Osome);1-10,transformants.Thearrowheadshows
出e5LGencodedby鉱 σ43せansgenein往ans飴㎜ants.
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Tab塁e3-1.Pollinationtesto価e職sfb㎝edp1飢1tswi血皿G43イ ㎜sgene.
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N:non-transformant(Osome;S'Sｰ).S"':S"'一homorygote,S`:Sa-homorygote,Sb
Sb-homorygote.S`andSb-homorygoteswereisolatedfromOsome(S`Snheterorygote).
Self:Self-pollinationoftransformants.
xS43,xN,xS`,xSb:ThepollenofS43,N,S`,Sbwerepollinatedtothetransformedstigma.
S"'x,Nx,S`x,Snx:ThepollenofthetransformantswerepollinatedtoS43,N,S`,Sbstigma.
+:Self-compatible,一:Self-incompatible.
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Fig.3■3.Fluorescence血crographsofpollentube
behaviorfollowingcrosspollinationbetween
transformantsandS`一homozygoteafterbasicaniline
bluestaining.
A.Cross-pollinationofnon-transformantstigma
Osome)withS'pollen.
B.Cross-pollinationoftransformantstigma(No.6)
withS'pollen.
C.Cross-pollinationoftransformantstigma(No.7)
wi山 ∫ 亀pollen.
D.Cross-pollinationoftransformantstigma(No.9)
Wlitl.S`PO11011.
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F蓋g.3・4.IEF-immunobiQtana五ysisofs"gmaproteinsfbrtranfbmlantsandanon-transfbm玉ant
byusinganti-SLG43antibody.
A.StigmaproteinsforSa-homozygote(Sa},SaSb-heterozygote(Osome;H)andSb-homozygote{Sb).
$.Stigmaproteinsfornon-transformant(N;Osome),S43-homozygote(S43)andtransformants(1-10).
Proteinwasextractedfrom5stigmasforS43plantand10stigmasfortheotherplants.Thesolid
arrowheadindicatesSLG43andtheopenarrowheadshowsSLGa.
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(A).IEF-i㎜unoblot翻ysisofs口g脚roteinsbyusing朗一SLG43鋤直b⑯.Proむelnwas
ex症acted丘・m5sUgmas鉤r甜3plant㎜d10s亘gmas飴rthe・由erplan偲.Thesdid狙。whead
indicatesSLG43andtheopenarrowheadshowsSLGa.
(B)一(C).S-phenotype(B)andS-genotype(C}ofstigmaweredeterminedbypollinationtest.
H:5a5bheterQzygote,Sa:辞」homozygQte,Sb:5b・homQzygote,S43:543-h◎mozygGte.
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晦41.T-DNAregionof鉱 ㎝sfo㎜ationvectorpAn藤SLG43。
SLG43pro,SLG43promoterregion;AntisenseSLG43,SLGd3cl?NAintheantisenseorientation;
NPTII,neomycinphosphotransferase;HPT,hygromycinphosphotransferase;Nose,nopalinesynthase
promoter;NosT,nopalinesynthaseterminator;355,35Spromoter;RB,rightborder;LB,leftborder;
H,Hindlll;B,BamHI;E,EcoRI.
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Fig.42.DNAgelblotanalysisofplantstransformedwithantisenseSLG43transgene.
TwoｵgofDNAdigestedwithBamHI(A)orHindIII(B)wasloadedineachlane.Theblotswere
hybridizedwiththeSLG43cDNAprobe.Iv`,anon-transformant(Osome);1-10,transformants.
ThesolidarrowheadshowstheSLG43transgeneintransformants.Theopenarrowheadshowsthe
endogenousSLGorSRKgenes.
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Table4-1.PollinationtestofthetransformedplantswithantisenseSLG43transgene.
Transformants
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N:non-transformant(Osome;S'Sｰ),S`:Sa-homorygote,Sｰ:Sb-homorygote.
3風and3b-ho煽Qzygoteswereiso互atedffomOsome(∫85bheteτozygote).
Self:Self-pollinationoftransformants.
xN,xS`,xSｰ:ThepollenofN,S`,Sbwerepollinatedtothetransformedstigma.
Nx,S`x,Sbx:ThepollenofthetransforrnantswerepollinatedtoN,S`,Sbstigma.
+:Self-compatible,一:Self-incompatible.
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Fig.43.Fluorescencemicrographsofpollentube
behaviorfollowingcrosspollinationbetween
transformantsandS'一homozygoteafterbasicaniline
bluestaining.
A.Cross-pollinationofnon-transformantstigma
Osome)withS`pollen.
$.Cross-pollinationofSb-homozygotestigma
withS`pollen.
C.Cross-pollinationoftransformantstigma(No.1)
withS'pollen.
D.Cross-pollinationoftransformantstigma(No.4j
withS`pollen.
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Fig.4-4.IEF-immunoblotanalysisofstigmaproteinsforanon-transformant(N;Osome)andtransformants
withantisenseSLG43transgene(1-10)byusinganti-SLG43antibody.ProteinwasextractedfromlOstigmas
foreachplant.ThearrowheadshowsSLGa.
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Fig.4・5.AnalysisofSIphenotypeinaprimarytransfb㎜tNo.4(To)anditsselfbd-progeny(TI;1-14).
(A).IEF-immunoblotanalysisofstigmaproteinsbyusinganti-SLG43antibody.Proteinwas
extractedfrom10stigmasforeachplant.ThearrowheadshowsSLGa.
(B)一(C).S-phenotype(B)andS-genotype(C)ofstigmaweredeterminedbypollinationtest.
H:5灸∫bheterozygote,Sa:辞」homozygote,Sb:5b。homozygote.
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論 文 審 査 結 果 要 旨
本論文は,ハ クサ イ,ツ ケナ,カ ブ等,B鵤 ∬foαプαραに属す るアブラナ科野菜 の 自家不和合性利用
ハ イブ リッ ド品種 育成 を さ らに発 展 させ るため に ,自 己 ・非 自己 の認 識 に関 与す るSLG(S-locus
glycoprotein)の遺伝子導入育種 の諸問題 を検討 した ものであ る。まず,目 的遣伝子 をB.rαpαに遺伝
子導入す る系 を得 るために,B,74pα60品種 ・系統 を供試 し,そ の中か ら高頻度 で再分化す る材 料 を
選抜 した。 さらに,実 験に使用する抗生物質を与えて も高い再分化 率を維持す る品種を選抜 した。
次いで,材 料 品種に アグロバ クテ リウムを感染す る際の諸条件 について検討 を重ねた。馳その結果 を
基礎に して,レ ポーター遺伝 子を用 いて遺伝子導入を試み,5%の 効率 で形質転換植物を得,導 入遺
伝 子が後代 に遺伝す ることを確か あた。 また,こ の系は本種 の他系統 に も応用で きることも確かめた。
これ らの実験は,重 要作物 であるB.7妙αへ の遺伝 子導入系を確立 した もの として評価で きる。
以上 の結果を基に して,B,γαpαか ら単離 した5ムG43と3LG28の両遣伝子 をB,m♪αに遺伝 子導入す
る ことに成功 した。その結果,ト ラ ンス ジ ェニ ック植物 の形質発現 には幾つかの ケースがあ り,導 入
遺伝子 のタンパ ク質は発現す るが 自家不和合性表現型 には変化 が認 め られ な い場合,受 容植 物 の持
つ,導 入遺伝 子 と相 同性 の高 い8乙GのmRNAと タ ソパ ク質形成が抑制 され,コ ・サプ レ ッシ ョンが
起 きる場合,変 化のない場合等が観察 された。 また,こ れ ら個 体 の 自殖 後代 に は この コ ・サ プ レッ
シ ョンは遺伝 しなか った。
本実験では さらに,ア ンチセンス3五G43を遺伝子導入す ることに も成功 した。そ の うちのあ るもの
で は,受 容植物の持つ5LGのmRNAお よびタンパ ク質形成が抑制 され,自 家不和合性が変 化 した 。
これに よ りSLGが自家不和合性の認識反応 に直接 関与 しているこ とを証 明 した。
以上,本 研究 は,B.γαpαへ の遺伝子導入系を新 たに確立 し,8LG遺伝子導入 の際 の遺伝 子発現 の
様相を明 らかに したもので,植 物 育種技術 の発展に対す る貢献が顕 著であ り,博 士(農 学)の 学位 を
授与するに値す るものと判断 した。
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